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E成分 リンタンパク質 リンタンパク質 リンタンパク質 リンタンパク質 リンタンパク質 タ缶㌘質
アスパラギン酸 365 366 332 302 382 315．0 367 345











グルタミン酸 27．1 51 50 50 18．5 50．1 59 ll5
プロ　リ　ン 203 14．0 24 45 こん跡 8．1 14．4 88
ヒドロキシプロリン 17．2 一 一 一 一 一
グリシン 72．3 57 59 66 40 32．4 54 59
アラニン 21．4 15．7 42 21 10．3 15．4 22 28
システイ　ン 3．6 7 一 6．9 一 0
バ　リ　ン 6．9 12．4 20 16 10．2 5．2 5．3 30
メチオニン 0．5 3．3 3．5 ll．9 『 33 0
イソロイシン 5．0 8．3 lL7 18．0 2．1 3．8 2．6 10
ロイ　シン 8．3 10．7 18．7 20 4．5 5．8 7 28
チロ　シン 00 33 7．3 18．4 6．1 3．1 2．7 3
フェニルアラニン 2．9 5．8 8．8 10．8 1．6 t6 1 10
リ　ジ　ン 45．7 46 50 49 52 11．4 11．8 17
ヒドロキシリジン 2．8 9．1 一 1．4 こん跡 一
ヒスチジ　ン 2．3 8．8 7．4 23 6．1 7．0 8．6 4
アルギニン 9．9 6．6 12．6 14 2．4 7．0 5．7 17
リ　　ン 5．9％ 3．93％ Ca　5％ Ca　5％ 0．16％
シアル酸 0．30％ L21％
ヘキソース こん跡 く1％ 〈1％ 8．78％
ペン　トース 〈0．1％
ヘキソサミン こん跡 一 7．3 3．64％
分　子　量 38，500 39，000 14，000
文　　献 Veis＆Perry　4［ Veis　et　aLI伐 D｝ck鋪net　aLω Nawr。t　et　aL29 Butler　et　a1．9ノ Newrot　ehL2・ R。b，。。‘＆㎞，∂3
（1967） （1972） （1975） （1976） （1976） （1976） （1976）
組成ならびに成分の数値は残基数／1．000残基を示す（重量％表示はその限りでない）・
米セリン十ホスホセリンの値
抽出された成分は脱塩，凍結乾燥し“リンタンパ
ク質”，さらに残留不溶画分は“コラーゲン”と呼
んでいる．各分画の割合はタンパク質量でそれぞ
れ4，11，85％であった．リン含量はそれぞれ，
O・58，3．29，0．19％（w／w）でリンタンパク質分
画に最も多く存在した．
　アミノ酸組成（表1参照）はアスパラギン酸，
セリンが全体の65％を占め，Veisら4）のF成分
に類似しているが，ヒドロキシプロリン，ヒドロ
キシリジンが存在しない点が異なる．この結果，
ラット切歯の可溶性リンタンパク質にはコラーゲ
ン成分が存在せず，コラーゲンから容易に分離可
能と考えた．さらにリンタンパク質を精製し，リ
ンはすべてセリンリン酸の型で存在することを証
明した．糖に関する分析値はないが，紫外部吸収
スペクトルから，ヌクレオチド成分は含有せず，
次に述ぺるウシ象牙質の可溶性リンタンパク質と
相違している点が議論された．
　一方，　Veisら10｝，CamichaelとDoddmはウシ
の未萌出の歯から過ヨウ素酸酸化処理をせずに抽
出されるリンタンパク質を分離した．
　Veisら10）は2才の雌ウシの下顎から未萌出歯
を採取し，歯髄，歯小嚢，セメント質を除去後，
05MEDTA（pH　7．5）で脱灰した．溶出した成分
をセファデックスG－100のカラムクロr7ト法，
DEAE一セルロースクロマト法で精製し，　A，　B，　C，
D，E成分に分離した．化学分析の結果からE成
分を可溶性リンタンパク質としている．この成分
は未脱灰歯の総重量に対し約0．024％であった．
　分子量は沈降速度一拡散法より39，000と求め
られた．アミノ酸組成はリンタンパク質に特異的
な組成であった（表1参照）．しかしタンパク質と
しては，特異的な紫外吸収スペクトルを示し，
A260　nm／A280　nmの比が1より大きかった．こ
れはスクレオチド成分が結合している可能性を示
すもので，この点は過ヨウ素酸酸化処理によりコ
ラーゲンから分離したリンタンパク質とは明らか
な相違点であった．
　英国のLiverpool大学のLeaverとShuttle－
worth12），　HolbrookとLeaveri3）はヒトの象牙質
を材料とし，非コラーゲン性基質（non－collage・
nous　matrix，　NCM）中の糖タンパク質の研究を
進めている．乳歯から，リン含量0．16％で，アミ
ノ酸組成がリンタンパク質に類似したタンパク質
4 原田　象牙質中のリンタンパク質の分離法と特性
を分離したが，糖含量が8．78％を占めており，
Leaverらはこのタンパク質を非コラーゲン性糖
タンパク質として取り上げている点意見を異にし
ている．
抽出，分離方法ならびに組織種属間にお
けるリンタンパク質の多様性
　硬組織の脱灰，抽出の方法ならびに動物種の違
いなどにもとつく実験結果の相違は，それらを比
較する時，問題を複雑にすることがある．以上述
べて来た結果においても，種，形態を異にする材
料と，異なる脱灰試薬で得た可溶性リンタンパク
質の性質の相違をいずれに帰するか議論されなけ
れぽならない．
　この点に関してDicksonら14）はウシの歯のリ
ンタンパク質を系統的に分析し一部解決した．16
ケ月のウシ未萌出臼歯を材料とし，酢酸脱灰後，
Tris緩衝液（pH　7．4）で抽出されるリンタンパク
質と，中性溶液（pH　7．5）中EDTA脱灰に伴って
可溶化してくるリンタンパク質とは，化学組成的
に全く同一の分子とはいえず，アミノ酸組成，糖
質組成，260nmにおける吸収成分などに相違があ
る．しかしTris緩衝液とEDTA溶液抽出により
得られるリンタンパク質の総量は，いずれが先で
あろうともほぼ等しく，両者が同一の象牙質基質
に由来するものと結論した．特に260nmの吸収
成分に関しては，酢酸抽出時の分解的な除去を示
唆した．さらに可溶性リンタンパク質抽出後の試
料から，コラーゲン結合型のリンタンパク質を，
プロムシァン（CNBr）とコラゲナーゼでペプチド
結合の化学的切断と消化を行ない，アクリルアミ
ドゲル電気泳動的に均一な成分を得た．以上のご
とく，ウシの未萌出歯の象牙質中には可溶性のリ
ンタンパク質とコラーゲンに結合したリンタンパ
ク質の2種が確認されたことになるが，両者の相
互変換，種属間，組織間の相違などについてはさ
らに研究が展開して行くと考える．
象牙芽細胞におけるリンタンパク質の生合成
と歯髄中の存在
　象牙芽細胞は象牙質の内側にそって歯髄表面に
緻密な層を形成し，象牙質の形成に関与する特異
な細胞である．この細胞は模式図15）（図2）に示
されたように細胞小器官である粗面小胞体，遊離
　　　　　　　　　　　　　Golgi
　　　　　　　　　　　　　Comptex
Mitochondrion
NucleUS
図2．象牙芽細胞の電子顕微鏡像の模式図
　　　（Symonst5））
リボゾーム，ゴルヂ複合体，ミトコンドリアがあり，
タンパクの生合成と分泌機能を有する．象牙芽細胞
が分泌活性を示すことは，放射活性で標識された
グリシンが小胞体からゴルヂ複合体，細胞突起を
経て象牙前質に移行する実験結果から証明されて
いる16）．
　リンタンパク質の生合成にかんしては，Weins・
tockとLeblondi7）が極めて明白な実験成績を報
告した．〔33P〕リン酸，L－〔3H〕セリン，L－〔2，
3－3H〕プロリンをラット静脈に注射後，放射活性
が切歯中に移行する経過をラジオオートグラフで
観察した．リン酸の場合，放射活性を示す穎粒は，
5分後にゴルヂ領域に最も多く認められ，次いで
30分，60分と象牙前質から象牙前質一象牙質境界
の象牙質側に移行した．セリンの場合は，30分後
象牙前質の歯髄側と象牙細管に，また象牙芽細胞
のゴルヂ体と一致して核の領域に認められ，90
分，4時間と経時的に象牙前質から象牙質に移行
した．ところがプロリンの場合は4時間を経過し
ても，放射活性を示す穎粒は象牙前質に認められ
るにもかかわらず，石灰化領域には認められな
かった．さらに象牙前質一象牙質境のコラーゲン
線維は石灰化領域で，電子線不透過な頼粒で被わ
れているが，これをEDTAで脱灰すると，コラー
ゲン線維は変化せず，穎粒のみの消失が観察され
た．以上の結果から，象牙芽細胞はコラーゲンと
リンタンパク質を生合成し，象牙前質の形成を行
なうが，リンタンパク質は石灰化前線に移行し，
松本歯学　3（1）1977
カルシウムの沈着に寄与出来ると結論している．
この報告における唯一の疑問点は，リンがリンタ
ンパク質としてではなく，遊離の型で移行してい
ないかという点であるが，すでに述べて来た様に
象牙質中にタンパク質のセリン残基とエステル結
合したリン酸基が存在する事実を勘案するとほぼ
納得出来る．
　象牙前質中のコラーゲン，糖タンパク質，リン
タンパク質に関する報告18）によれぽ，コラーゲン
は象牙質と類似しているが，結合しているリンタ
ンパク質は検出されず，不溶化した型で存在する
ものはない．この結果はWeinstockとLeblond
の結果17）を支持する．しかしTris緩衝液で抽出
される成分中に，染色法により酸性なタンパク成
分（リンは検出されない）が同定されている．
　以上で，象牙質に存在するリンタンパク質が象
牙芽細胞中で前駆体のタンパク質として生合成さ
れ，細胞から分泌される可能性が明らかになって
来たが，リン酸化がどの段階で起こるか，また，
リン酸化されたタンパク質が細胞外でコラーゲン
線維へ結合するかなど問題が残る．
　これらに対して直接の解決を与えるには至らな
いが，著者ら19｝はウシ臼歯部歯髄中の不溶性タン
パク質（主にコラーゲンと考える）がリン酸とか
なり強固な相互作用を維持していること，歯髄中
のリンタンパク由来のリンの定量20），歯髄中のリ
ンタンパク質のアクリジンオレンジ染色による同
定21）22）などを試みた．また，結合組織中のプロテ
ンホスホキナーゼの存在とエナメルタンパク質の
リン酸化の報告がKraneら23）により行なわれた
が，著者ら．24）も，ウシ歯髄中にプiiテインキナー
ゼ活性とその基質になるタンパク成分が存在する
ことを報告した．
象牙質リンタンパク質の石灰化への寄与
　リンタンパク質中のリン酸基がカルシウムイオ
ンと反応する可能性は容易に理解出来るため，す
でに述べられた多くの報告で石灰化への寄与が討
論されて来たが，この問題に関する実験的な証明
は昨年報告された．Nawrotら25｝は未萌出のウシ
の歯と，ウイスター系ラットの切歯から　EDTA
脱灰中に溶出するタンパク成分を，ヒドロキシア
パタイトのカラムクロマト法で精製し，リンタンパ
ク質を単離した．組成はVeisらlo｝，Dicksonら14｝
5
が分離したものと類似し，ヌクレオチド成分を
含有した．実験は，不定形リン酸カルシウムを
Tris一緩衝系（pH　8．0）で，30分以内の反応で合
成し，この乾燥粉末をX線回析，赤外分光分析法
で検討する方法を採用した．単離したリンタンパ
ク質を定量的に反応系に添加し，これに伴う回析
像，吸収スペクトルの変化を測定した．その結果
明らかにされたことは，・1）赤外分光スペクトル
の600cm－tにおけるリン酸イオンの非対称変角
振動が，リンタンパク質の添加量に比例して著明
になり，不定形リン酸カルシウムから結晶性ハイ
ドロキシアパタイト（60％生成）へ変換した，2）
リンタンパク質のエステル結合リン酸をアルカリ
ホスファターゼで60％除去すると，アパタイト結
晶の形成はもはや促進されない，3）リンタンパ
ク質として知られている卵黄中のホスビチン26）を
添加しても，アパタイトの形成は起らない，など
であった．
　本報告は大変に興味深いもので，象牙質のリン
タンパク質はタンパク質にリン酸が単に結合して
いれぽ，結晶の形成を促進するものではなく，細
胞内プロテンキナーゼによりリン酸化される基質
タンパク質にみられるようなアミノ酸の配列27）と
リン酸化の部位に特異性があることになる．ラッ
ト，ウシのいずれのリンタンパク質も，結晶化を
促進することは，組成に若干の差異があるとして
も，同一の機能をはたすと考える．
　一方，EDTAで脱灰したラット切歯の象牙質基
質のカルシウムイオンとの結合能に関してはLi
とKatz28）が化学量論的な実験を行ない，2種の
カルシウム結合域を示唆した．第1は，リン酸基
とカルボキシル基で構成された結合域であり，第
2はカルボキシル基のみで構成されている結合域
であった．この様にリン酸基の石灰化への関与は
証拠立てられて来た．
骨のリンタンパク質
　発生や，化学組成の点で象牙質と類似性がある
各種骨組織においても，象牙質以上にリンタンパク
質の研究29）　30）　31）が進められ，コラーゲンとの相互
関係29｝，セリンリン酸の同定31），石灰化への関与
29）30）などについて議論されている．
6 原田：象牙質中のリンタンパク質の分離法と特性
お　わ　り　に
　　象牙質中のリンタンパク質という分子に焦点を
しぼり，分離と精製法，化学組成，生合成，一面
的な見方ではあるが石灰化への寄与などについて
現在までの生化学的な知見をまとめてみた．明ら
かな点、は，1）象牙質からセリンリン酸を分子中
に持つタンパク質成分が分離される，2）放射活
性を有する，リン酸やセリンが経時的に象牙芽細
胞から石灰化前線に移行する，3）未萌出歯から
抽出されたリンタンパク質が，無定形リン酸カル
シウムを結晶ハイドロキシアパタイトに変換させ
る，などと考える．しかしまだ報告数も多くはな
く，未解決の点も多く，歯の象牙質形成の問題は
増々議論されるようになるであろう．
　　なお，不十分な記載内容を補うため，骨，歯の
リンタンパク質32），象牙質と骨基質中の非コラー
ゲン性タンパク質33），石灰化組織の構造と石灰化
機構34）などに関する総説をあわせて御参照いただ
きたい．
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